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家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症くfa milial hyper choleste rolemia ，FHllO患者に お け る低比重リ ボ蛋
白 00W de n sitylipoprotein ， L D Lト受容体の異常に つ い て ， 受 容体蛋白生合成 の観点 か ら検討 を行 っ
た ． 対象者の 皮膚線維芽細胞 を培養 し ， l当 ．L D L の結合 ， 取 り込 み ， 異化 を測定 して L D L受容体活性
を評価 し ， ホ モ 接合体 と ヘ テ ロ 接合体 を区別 した ． 次に ， E班Sコ メ チ オ ニ ン で細 胞の 蛋白を標識 し ， 単ク
ロ ー ン 抗体 IgG－C7を用 い て L D L受容体蛋白 を分離 し ， 分子 量 の 変化 で受容体 の合成過程 を検討 し
た ． ホモ 接合体性 F H 4例 は ， 蛋白が ま っ た く生成 され な い も の く蛋白合成欠損型 ， nullalleles1 1
例 ， 生成 され た 蛋白の 細胞膜表面 へ の 移 動が 障害 さ れ て い る も の く転送障害塾 ， tranSpOrt－deficie nt
a11ele sl l例 ， 細胞膜表面 で の L D L と の結合 が障害 さ れ て い る も の く結合障害型 ， binding－deficient
allele s1 2例 に分類 さ れ ， ヘ テ ロ 接 合体性 F H 6例 は ， 転送障害型2例 ， 蛋白合成欠損型 また は結合障
害型 4例 に 分類 さ れ た ． L D L受容体遺伝子 の18 のエ ク ソ ン の う ち 第1 5エ ク ソ ン が 欠損 し て い る
F H．To n ami－1 は正 脂血症者よ りも20 キロ ダ ル ト ン小 さ い 異 常な 前駆体 は で き る が ， こ の前駆体 が成熟
体 に な ら な い で細胞内 に と どま り速 や か に 分解 さ れ る転送障害塾 と考 え られ た ． 第 2 エ ク ソ ン と第 3 エ
ク ソ ンが 欠損 し てい る F H．To n a mi－2 は L D Lと の親和性が 正 脂血症者の約40パ ー セ ン トの 結合障害型
と考え ら れ た ． 以上 よ り ， 日本人 F H に お ける L D L受容体異常は非常に多様 で あ る と 思 わ れ た ．
Kcy w o rds fa milial hy per chole ster olemia くF HJ， lo w den sity lipopr otein
くL D Ll re c epto r， bio synthesis of L D Lr e c eptor protein，
F H－ Tonami－1， FH－ Tonami－2
家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 くfa miIial hype r chol－
e ste r ole mia ， F印 は ， 幼少期 よ り高 コ レ ス テ ロ ー ル 血
症 をき た し ， 虚血性 心疾患 を高率に 合併 す る 常染色体
優性遺伝 の疾患である ． 血 中の コ レ ス テ ロ ー ル は 主に
低比重 リボ 蛋白くlo w de n sitylipopr otein ， L D Ll に よ
り運搬 され て い る が ， 本症 で は こ の L D Lを細胞内に
取 り込 む時に 必要な L D L受容体に 異常が あ る た め ，
血 中の コ レ ス テ ロ ー ル が増加 す る こ とが 明ら か に さ れ
て い る 刷 ． LD L受容体遺伝 子 は 第19番染色体の 短腕近
位部 に 存在 して 3I18の エ ク ソ ン か ら 成 り 珊 ， 対 立遺伝
子 の
一 方 の み が異常 で あ る ヘ テ ロ 接合体 と両方とも異
常 で あ る ホ モ 接合体 が存在 す る ． L D L受容体の異常
は そ の合成過程 か ら0蛋白が ま っ た く 生成 され な い も
の く蛋白合成欠損塾 ， n ullallele sン， Cgl生成 され た蛋白
の細胞膜表面 へ の移 動が 障害 さ れ て い る も の く転送障
害型 ， tr a n SpO rt－deficie nta11ele sl， Q，細胞膜表面での
L D L との結合が障害さ れ て い る も の く結合障害型，
binding－deficie nt a11ele sl， Cil結合 し た L DL を細胞内
へ 取 り込 む段階が障害さ れ て い る も の く取 り 込 み 障害
型 ， inter n aliz atio n－defe ctiv e a11ele slの 4種類に 大別
A b bre viatio n s こC H A P S， 3－Eく3－ Chola midopr op ylJdim ethyla m m o nioコー 1－pr Opane－S ulfo n atei
D M E M， Dulbec c o
，
s m odified Eagle m ediu mニ E D T A， ethyle n edia min etete r a a c etic acidi
EGF， epider m algrowth facto rニ F H， fa mi 1ial hy per cholester ole miaニ H E P E S， N－2－hydro xy
－
ethylpiper a zin e． N
，
－2－ etha n e sulfo nic a cidikb， kiloba sepairsニk d， kilodalto n sニ H M G－CoA，
F H にお け る L D L受容体生合成
され て い る
6I
． F E の L D L受容体異常 を蛋 白レ ベ ル で
検討す る こ と に よ り ， L D L受容体 の構造 と機能 の 関
係を明ら か に す る と と も に ， F Hの 病態が 明 らか と な
り ， 治療法の選択 に も有用 で あ ると 思わ れ る ． 本研究
で は， 日本の F H に お ける L D L受容体異常 を検討
し ， その 分類を行 っ た ． さ ら に ， 遺伝子 の 異常部位 が
す で に 明 ら か と な っ て い る F HくF 臥 To n a mト1刀，
F H．To n ami一2
8
り に お い て受容体の性質を検討 し ， 受
容体の構造 と機能 と の 関連 を明 らか に した ．
材料 お よ び方法
工 ． 材 料
125IくD350m Cilm1， しE35Sコメ チ オ ニ ン くン 800 Cil
m m ol ， E N
SH A N C E は Ne w England Nu cle a r
くBo sto n， U S AJ よ り購入 した ． IgG－C 7くclo n eC71 は
Am e rsha mくBu ckingha m shire， Engla ndlよ り ， ヒ ツ
ジ抗マ ウ ス IgGくNo ． 0211－00811 は Cappel Laborat－
oriesくWe st Che ste r， U S AI よ り購入 し た ． Pr o n as e
くStr epto myc e sgrise u s由来 ， B gradel は Calbio－
Che m．Behring くLa Jolla， U S AI よ り 購 入 し ，
phe nylm ethylsulfony flu o ride， 1eupeptin， 3．Eくchol－
amidopr op ylJdim ethyla m m o nioコー1－pr OPa n e－ Sulfo n．
ate くC H A PSJ は Sigm a C he mic al Co mpa ny くSt．
Lo uis， U S Al よ り購 入 した ．
H ． 方 法
1 ． 細胞
臨床的に FH と診断 され た 患者1 0例 お よ び 正 脂血
症者3例の 皮膚線推芽細胞 を使用 し た ． F H の診断
は， 馬渕 らの 基準 叫に 基づい て行 っ た ． 即ち
， 0血清総
コ レ ス テ ロ ー ル が 25 0m gノdl以上 で ， 腱黄色腰 を認 め
る こ と
， e l親 等に 本症 が あ り ， 血清総 コ レ ス テ ロ ー
ルが 250m gノdl 以上 である こ との い ずれ か を満足 して
い た ．
皮膚線維芽細胞 は ， 対象者の 前腕ま た は上 腕 よ り径
5 m m 程度 の 皮膚片 を採取 し ， プ ラ ズ マ ク ロ ッ ト
法相 に従い 初代培養 し， 5 ％炭酸ガ ス 膵卵器 に て 5 ％
ウ シ 胎 児 血 清 げetal c alfs e r u ml くGibc o， Gr a nd
Isla nd， U SAl と 5 ％ ウ シ 血 清 くbo vin e se r u ml
くGibc ol を 含む Dulbe c c o，s m odified Eagle m ediu m
くDM E MH 月水製薬， 東京1で継代培養 した ． 実験 は 5
か ら20代の 間 で 行 い ， 75cm2 の 組 織 培養 フ ラ ス コ
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くFalc o n， Ox n ard， U S Aいこ い っ ぱい 増殖 し た細胞 に
0■05％ トリ プ シ ン を含む0．02％ ethyle n edia min etetr．
a a c etic a cidくED T Al液 を1ml加え て単離細胞浮遊液
と し， 直径 60m m の シ ャ ー レ くFalc o nlに1 5万個 の 細
胞 を植 え込 み ， 3 日 ごと に培養液 3ml を交換 し ， 5 か
ら 8 日間培養後 に 行 っ た ，
2 ． L D Lお よ び リボ 蛋白欠除血清
1 6時間以上絶食の 正常人 よ り早朝採血 し， そ の血液
か ら Havel ら の 方 法11 に 従 い 超 遠 心器 L8．55
くBe ckm a n， Calfo r nia， U S Al お よび ロ ー タ ー 50．3 T i
くBe ckm a巾 を用い て比重 1，020 か ら 1．050gJ
I
ml の分画
を採取 して L D L と し， その 濃度 は蛋白量 と し て表現
し た ．
125
I．L D L は緩衝 液 A く0．15 M NaCl， 0．3m M
E D T A， pH 7 AJ で 2 回以 上 透 析 し た L D Lを
M a cFa rlan eの ICl法 の 変法
121に て標識 して 作成 し，
放射活性の95％以上 が L D Lの蛋白と結合 し てい る こ
と を確認 した ． 正常人よ り採血 し ， そ の血液か ら超遠
心 に て比 重1．21 5gノml以 上の 分画 を採取し て リボ 蛋白
欠除血清くIipopr otein －deficie nt s er u m， L P D Sl と し
た ． こ れ ら の 材料 は緩衝液A に て 2回以上 透析後実験
に 使用 した ．
3 ． L D L受容体活性の 測定
L D L受容 体活 性 は 皮膚線 維芽細胞 に お け る
12
可－L D L の結合 ， 取り込 み ， 異化 を Goldstein ら131141，
Haba ら
15Iの 方法 に 従 っ て 以下 の よ う に 測定 した ．
L P D Sを 5 ％含 む D M EM 2．5 miに て細胞 を48時間培
養 し た 後 ， 1器エーL D L lOノ上 gノmlく比 放射能 33 か ら
100cpmlJLgI を含む 5 ％ L P D S含有 D M E Ml．5ml
を加 えて 6時間培養 し た ． 以後 の 実験 は 4
0
C で 行 っ
た ． 細胞 を 6m g の ウ シ 血 清 アル ブ ミ ン を含む 3ml の
緩衝液 B く50m M trishydr o xym ethyla mio n m etha n e
くTrisJ－ HCIEpH 7．4コ， 0．15 M NaCIJ で 5 回洗い ， さ
ら に 3ml の ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン を含 ま な い 綬衝液 B
で 1 回洗 っ た 後， 2ml の緩衝液 Cく10m M N－2－hydr o－
Xyethylpipe r a zine－N
，
－2－ etha n o s ulfo nic a cidくH E P E－
SHpH 7．4コ， 50m M NaCl， 4m glml デ キス ト ラ ン 硫
酸1 を加 え 1時間後 に 細胞表面よ り浮遊 し た
1
当 tL D L
の 放射酒性 を結合 と し た ． 残 っ た 細胞 を緩衝液 B で
洗 っ た後 ， 1mlの 0．1 N NaO Bに て溶解 し得ら れ た放
射活性 を取り 込 み と し ， こ の 溶 液の 蛋白量 を測定 し
て ， 細胞の 蛋白量と した ． 培養液に 0．375ml の 50％ ト
3－hydro xy－3－ m ethylgluta ryl c o e n zym e Ai L D L， lo w de nsity lipoproteinニ L P D S，
1ipoprotein－deficie nt s er u町 N D， n Ot detected三P AGE， pOlya cryla mide gelelectr opho re si i
SD S
， S Odiu m dodecyl sulfate三 Tris， trishydr o xym ethyla min o m etha n eニ W H H Lrabbit，
Watan abe heritable hy perlipide mic r abbit
304
リ ク ロ
ー ル 酢酸 を加え て 3000rpm で30分間遠 心 し て
得 られ た上 清 に 1叫 lの40％ E I と40声lの 30％過酸
化水素を加 え 5 分間室温で置 い た 衡 2ml の ク ロ ロ ホ
ル ム を加え て 1500rpm で30分間遠 心 して 分離 さ れ た
水溶液層の放射活性 を異化 と し た 一 測 定 は 二 重 に 行
い ， 特異的 な受容体活性 を検討す る た め ，
12
電工 D L の
み を加 えて 得ら れ た 測定値 よ り ， さ ら に 30 0声 gノml
の LD L を加 えて も抑制 さ れ な い 非特異的と考 え られ
る測定値 を差 し引い て 計算 した ■ 結果 は同時 に 実験 を
行 っ た正 常対照 の 測定値に 対す る割合で 示 し た ．
L D L受容体 と L D L の親和性 は ， 以下 の よ う に 測定
した
16，
． L P D S を5％含む D M E M2■5ml に て細胞 を
37
0
C で48時間培養 し ， さ ら に 4
0
Cに 30分間維持 し た
後 ， 種々 の濃 度の
l 盟I－L DL を 含む 培養液 A 煙管 を含
ま な い DM E M， 10m M H E P E SLpH 7－4コ， 5 ％
L P D Sl と 4
O
C で 2時間維持 した ■ 細 胞 を ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン を含 ん だ緩衝液 B で 6 回洗 い ， さ ら に ウ シ 血
清 アル ブミ ン を含 ま な い 緩衝液 Bで 1 回 洗 っ た 後 ，
1ml の 0．1 NN aO Hに て溶解 し放射活性 と蛋白量 を測
定 した ． 測定 は 二 重 に 行い ， 特異的 な結合 を検討 す る
た め ，
12
可－L D L の み を加 え て得 ら れ た 測定値 よ り ， さ
ら に20倍量の L D L を加 え て も 抑制 され な い 非特異的
と考 えられ る測定値 を差 し引い て 計算 し た ． 細胞 お よ
び L D L の蛋白量 は Lo w ry 法
1 7一 に て測定 し た ．
4 ． 抗体
0．15m g の単 ク ロ ー ン 抗体 IgG－C 7
1 8憧 330FLlの 蒸留
水 に 溶解 し ， 350FLl の 緩 衝液 D く50m M Tris
． H Cl
Tablel． Activitie s and bio synthesis of
with fa mi 1i al hy
－
Pe rChole ste r olemia
EpH 8．0コ， 200m M NaCl， 1m M EDT A， 0－5％EvI
vコ No nidet－P 401を加 え ， さ ら に 12m g の ヒ ツ ジ抗マ
ウ ス 工gG を30叫 1 の 蒸留水 で溶解 して 加 え て室温で
30分置 き ， そ の 後4
0
C で 1 日置い た ． 沈澱 に緩衝液D
を 2ml 加 え て再浮遊 さ せ ， 1000rpm で 1分間遠心 し
た ． こ れ を 2 回線 り 返 し ， 得 ら れ た 免疫複合体 に
0．5ml の緩衝液 D を加 えた ．
5 ． L D L受容体 の 合成過程
皮膚線維芽細胞 に お け る L D L受容体 の 合成過程
は
，
Tollesha ug ら の 方法
l 醐 に 準 じ て 以下 の よ う に
行 っ て検 討 した ． L P D S を 5％含 む D M E M2．5mlで
細 胞 を12時間培養後 ， L P D Sを 5％含 んだ メ チ オ ニ ン
欠除 D M E M帽 研生物医学研究所 ， 京 掛 に L
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Sコ メ
チ オ ニ ン く6 0 か ら250〆 Ciノml を 加 え た 培養液
1．5ml で 2時間培養 し ぃてル ス ． ラ ベ 叫 ，
一 部の 細胞
で は さ ら に L P D Sを 5 ％含 む通常 の D M E M l．5ml を
加 え て数時間培養し た け ェ イ スナ■ 以後 の 実験 はす べ
て 4
O
Cで 行 っ た ． 3ml の 緩 衝液 E く10mM H E P ES
EpH 7丑 0． 15M NaCl， 2m M CaCl占 で 洗 っ た細胞
を ， 0．2ml の緩 衝液 F く10m M H E P E StpH 7．4l7
200m M NaCl， 2m M CaC12， 2．5m M MgClみ 1mM 非標
識 メ チ オ ニ ン ， 0．1m M phenylm ethylsulfonyl
flu 。ride in O．25％ LvIvコdim ethylsulfoxide，0－1mM
le upeptin， 1．5％tvノvI Trito nX
－1001で 溶解 し， 超遠
心器 L 8－55お よ び ロ ー タ ー 42－2T iくBe ckm a nlを用い
て 150， 00X g で30分間遠心 した ■ こ の上 清 50叫1 に
免疫複合体 を含 む緩衝液 D lOO声1を 加 え ， 1時間混合
L D Lr e cepto rsin fibr obla sts fro m patients
patie nt Re c epto r
－bo u nd Inte r nal iz ed Degr aded
Bio synthesis of the r e c epto r
125I－L D L
125I－L D L































































1％ N D N D
l％ 120kd N D Im paired
3％ 120k d 160k d Nor m a1
6 6％ N D N D No r m a1 7
80％ 100kd N D 工m pair ed
5 6％ 150k d ND Im paired
72％ 120k d 160k d No r ma1
32％ 1 20kd 160kd No r ma1
70％ 120kd 160k d Nor m a1
65％ 120k d 160k d No r m al
Activitie s a r e sho w nwi thper c e ntages ofthe
s a m e
experim e nt． N D， nOtdete cte
dik d， kilodalto n s．
strain ofn o r m alc ontrol in e a ch
F H にお け る L D L受容体生合成
Fig■ 1．
35
S－1abeled L D Lr ec epto rsin fibr obla sts fr o m a n o r m al s ubje ct a nd
Subje cts with ho m o zy go u s F H． Fibr obla sts w e r epuls e labeled withE35Sコ
m ethio nin efo r2 hr
， a nd follo w ed by a 2－hr cha s e with u nlabeled m ethio nin e．
T he im m u n opr ecipitate s w e re s ubje cted to S D S－P A G Ea nd flu o r ography．
Fig－ 2．
35
S－1abeled L D Lr e c epto r sin fibrobla sts fr o m a n o r m al s ubje ct a nd
S ubje cts with heter o zy go u sFH ． Fibr obla sts w e repulse labeled withE35Sコ
m ethio nin efor 2 hr， a nd follo w ed by a 2－hr cha se with u nlabeled m ethio nin e．
T he im m u n opr e cipitate s w e re s ubje cted to S D S－P A G Ea nd flu o rogr aphy．
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した後 ， 4 層の シ ョ 糖液 の 最上 層に の せ 2800rpm で
20分間遠心 し た ． す べ て の シ ョ 糖 液 は 10m M Tris
．
H Cl仁pH 8，0コ と 1m M phe nylm ethylsulfo xide を含
み
，
各層 は 1 2ml で以下に 示 す よ う に 構 成 した ．
第 1 層 席 上層1ニ10％シ ョ 糖 ， 0．5％ C H A P S
第 2層 二 20％ シ ョ 軌 0 ．2％ No nidet
－P40， 0．5 M
NaCl
第 3 層 こ30％シ ョ 糖 ， 0 ， 2％ N onide げ 4P， 0ユ％
sodiu m dodecyl sulfate くS D Sl
第 4層く最下層ト 40％シ ョ 糖
遠心ん て 得ら れ た沈澱 を 60叫 1 の 緩衝液 G 即 m M
Tris－ H CILpH 8．Oj， 2m M CaCIJ で 再 浮遊 さ せ
12，000rpm で20秒間遠心 し ， 沈澱 を 5叫 1 の 8 M 尿
素 ， 0．2 Mdithiothr eitol で溶解 した － こ の 溶液 25JJ
l
に 緩 衝液 H く2 0％EvIvj glyce rol， 1 0％ EvIvj
2－ m er C aptO etha n ol． 4 ． 7 ％twIvコ S D S， 150m M
Tris－ H Cl亡pH 6．紺 を 25FLl加 え ， 90
O
Cに 3分間置 い
た 後0．1％の S D S を含む 6 ％の ポ リ ア ク リ ラ ミ ド ゲ
ル
電 気 泳 動 くpolya cryla mide gel ele ctr opho r esi t
p A GElに か け た
21，
一 電気泳動は 25m A で 6時間行 い ，
分子 量の 標準 と し て ミ オ シ ン ， 2 00キ ロ ダ ル ト ン
くkilodalto n s， k dl三月 ガ ラク ト シ ダ
ー ゼ ， 11 6k di フ ォ
ス フ ォ リ ラ ー ゼ b ， 97k di ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ，
66kdニ オ ブ ア ル ブ ミ ン ， 43k dくBio
－Rad Labo r ato rie．
s， Richm ond， U S Al を用い た 一 電気 泳動後 の ゲ ル を蛋
白染色 し た後 ， E N
3H A NC Eに90分間浸 し， さ ら に 蒸









工 ． L D L受容体活性
12雪1 D Lの 結合， 取 り 込 み ， 異化 の う ち最 も信頼性
の 高い 異化 を L D L受容体活性 と す る と ， 臨床 的に
FH と 診断 さ れ た 患者 よ り 得 ら れ た 線 綻芽細胞 の
LD L受容体活性 は ， 正 脂血症者に 比 べ 80パ
ー セ ン ト
以 下 に 低下 し て い た く表 り ． こ の う ち Y S， K T，
E K で は L DL 受容体活性が 正 脂血症者の10パ
ー セ ン
ト以下 と非常 に 低下 して お り ， そ れ 以外の 7例 で は，
L DL 受容体活性 は ， 30か ら80パ
ー セ ン トで あっ た ． 一
般 に ， F H ホモ 接合体 の L D L受容体活性 は正 常の10
パ ー セ ン ト 以 下 と さ れ て お り ， Y S， K T， E K は
F Hホ モ 接合体 と考 え られ た ． HaY は， サ ザ ン プ ロ ッ
ト法 瑚 に よ る L D L受容体遺伝子 の 解析 で ， 正 常よ り
約10 キロ 塩 基対 くkiloba sepair s， k bト小さ な異常遺伝
子 を2 個持つ ホ モ 接合体 であ る こ とが 明 ら か で ある
が ， L D L受容体活性 は約60％と F H ヘ テ ロ 接合体の
Fig． 3． Tim e c o u r s efor bio synthes
is of L D Lr e c epto rsin fibr obla sts fr o m a
n or m al s ubje ct and F H heter ozy gote To n ami
－1－ T he cell extr a cts w er e
im m u n opr e cipitated a nd subje cted to S D S
－P AG E， a nd the L D Lr e c epto r w a s





F H に お け る L D L受容体生合成 307
活性で あ っ た ． FH ヘ テ ロ 接合体 の L D L受 容体活性
は正 常の 約50パ ー セ ン トと 言われ て お り ， H iY， E王，
YJ， H I， K T， S M の 6例は ， FH ヘ テ ロ 接合体と考
え られ た ． 取 り込 み 障害型 で は ， 結合 は正 常で 取り込
みと 異化が低下す る 241． 今回 の 検討症例 に は
， 取 り込
み障害型 は存在 しな か っ た ．
工王 ． L D IJ 受容体 の 合成過程
1 ． 正 脂血症者
正脂血症者の 細胞 で は ， 2時間の パ ル ス ． ラ ベ ル に
て分子 量 120k d と 160k dの 2本の バ ン ドが 認め られ
た ． 非標識メ チ オ ニ ン で 2時間チ ェ イ ス す る こ と に よ
り， ラベ ル した蛋白 が どの よ う に変化す る か観察 した
と こ ろ
，
1 20k dの バ ン ドは 消失し 160k dの バ ン ドの み
とな っ た く図 り ． こ の 120k dの バ ン ド は L D L受容体
遺伝子 か ら作 られ た L D L受容体 の 前駆体 であ り ， こ
れが 細胞内の 主 と し て ゴ ル ジ装 置 で 0一括合糖な どの
糖鎖の付加 を受 けて 分子 量が 40k d増加 し ， 1 60kd の
成熟体 と な ると 考え ら れた251．
2 ． ホ モ 接合体 く表 1 ， 図 り
Y S で は前駆休 も成熟休も認 められ ず， 受 容体 蛋 白
が ま っ たく 生成さ れ な い 蛋 白合成欠損型 と 考 え ら れ
た － K T で は
，
1 20k dの前駆体は認め られ た が ， チ ェ
イ ス を して も 成熟体 は認め られ な か っ た ． これ は ， 細
胞 内で の 糖鎖付加が障害さ れ て い る こ と を 示 し て お
り ， 受容 体蛋白 の 細胞膜表面 へ の 移動が障害 され て い
る転送障害型 と考 えら れ た ． K T で は ， 前駆体 と成熟
体が 正脂血症者と同様 に 認 め られ た が ， L D L受容体
活性が 3パ ー セ ン トと低下 して い る こ と よ り ， 受容体
蛋白は細胞膜表面ま で 到達す る が L DL との 結合が障
害さ れ て い る結合障害型 と考 えられ た ． HaY で は前
駆体も成熟体 も認め ら れ なか っ た が ， L D L受容体活
性が 正常 の 約60パ ー セ ン ト認め られ て お り ， 以下 の 検


















Fig－ 4． Lo c aliz atio n of L D Lre cepto rs fr o m a n o r m al s ubje ct a nd F H
hete r o zy gote To n a mト1． Fibrobla sts wer epuls elabeled withE％sコ m ethio nin e
fo r2 hr
．
T he nthe m ediu m w a s r eplac ed with l■ 5mi of buffe r c o ntaininglOm M
H E P ES， 150m M NaCla nd 2m M CaC12 at pH 7．4 in the abs e n c e o rp e s e n c e of
20JL gノml Pr o n a s eB ． A fte rin c ubatio nfo r20min at37
O
C， Pr o n a s e a ctivity w a s
StOP ped by chilling the c ells to 4
O
C a nd adding lmi of ice－C Old pho sphate－
buffe r ed s alin e c o ntaining 2 5％ くvノvHlu m a nlipopr otein ．deficie nt s e r u m， 25m M
ED T Aa nd 2m M phe nylm ethils ulfo nyl flu oride． T he c ells w e r e s c r aped fr om
the dish， C entrifuged at 2000rpm fo r5 min a nd w a shed twic ein pho sphate－
buffered salin e－ T he c e11 e xtr a cts く1efO and the m ediu m 恒g叫 w e re
im m u n opre cipitated a nd s ubje cted to S DS－P A G E， a nd the L D Lre c epto r s w e r e
dete cted by flu o r ography．
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3 ． ヘ テロ 接合体く表 1 ， 図 2ン
H iY で は
，
2時間の パ ル ス ． ラ ベ ル で 正 脂血症者
で 見 ら れ る 120k dと 160k d のバ ン ド 以 外 に ， 約
100k d の異常 バ ン ドが認 め ら れ た ． さ ら に 2時 間チ ェ
イ ス す ると こ の 異常バ ン ドの 濃度 は低下 した が ， それ
以 外 に 異常 な バ ン ド は 認 め ら れ な か っ た ． こ の
1 00 kd のバ ン ド は異常な前駆体で ， そ れ が成熟体 と な
ら な い 転送障害塾と考 え られ た ． 同様 に Kl例 で も ，
約 150k dの異常 な前駆体 を認め るが 成熟体 は認 め ら
れ ず転送障害型 と考 えら れ た ． そ れ 以外 の 4例 で は ，
正 脂血症者と同様 に 120k d と 160k d のバ ン ド が認 め
られ た ． こ の よう な例 で は ， ヘ テ ロ 接合体 である た め
に 異常な 受容体蛋白 と 正 常 な 受容体蛋白 が重 な る た
め ， 蛋白が ま っ た く生成さ れ な い 蛋白合成欠損型であ
る のか ， 正常 と 同じ分子 量 の 蛋白が で き て い る結合障
害型で あ る の か の 区別 は不可能で あ っ た ．
m ． 受容体 の 遺伝子 異常と機能 と の 関連
1 ． F H－To n a mi－1
HiY の異常な L D L受容体遺伝子 は ， サ ザ ン プ ロ ッ
ト法に よ る分析で ， エ ク ソ ン15を 含む 約 6k b の部分欠
損 が存在する こ と が明 らか と な っ て お り ， こ の 異常遺
伝 子 は F H－ To n a mi－1 と命名 さ れ て い る
71
． HiY は
F H－ To n a mi－1 のヘ テ ロ 接合体 であ る が ， F H． To n a一
皿i．1 で は約 100k d の異常 な前駆体 が認 め られ ， この
前駆体 は 2時間の チ ェ イ ス で も成熟体 に な ら ず， 細胞
内で の糖鎖付加が行わ れ な い と考 え ら れ た ． チ ェ イ ス
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Fig． 5． Su rfa c e binding of
1 25I－L D L in fibr o－
bla sts fro m a n o r m al s ubje ct く■1 a nd F H
ho m o zy gote To n a mi－2 くA l． A fter inc ubation
fo r48 hr in D M E Mwith 5％ L P D S， m ediu m
c o ntaining 彗 － L D Lく1， 2， 5， 10， 20JL gJml in
the abs en c e o rp e se n c e ofa 20－folde x c e ss of
u nlabeled L D Lw a s added a nd the c ells w e re
in c ubated at 4
O
C fo r 2 hr． T he c ells w e re
w a shed a nd diss oIv ed in O．1 N NaO H for
dete r min atio n of the spe cific c ell－ a SS O Ciated
12可－L D L． The date are show n with s atu r atio n
C u rv eくAナa nd Sc atchard plotくBl．
Table2． N o effe ct of 17－ e Str adiolo n a ctivitie s of L D Lr e c epto rsin fibrobla stsfr o m
F H－ To n a mト2
Re c epto r－bo u nd Inter naliz ed Degr aded
Patie nt and a s s ay c o ndit o n
125I－L D L 125I－L D L 125I－L D
くngノm gl くnglm gl くngJIm gノ6hrl
No r m al
etba n ol o nly
50nglml 17P－ e Stradiol in etha n oI
HaYくF H－ To n a mト2I
etha n ol o nly
50ngJ
I
ml17j3－ eStr adiol in etha n oI
K TくF H ho m o zy gotel
etha n ol o nly













Cellm o n olaye r s w e r egro w nin dishes c o ntaining 3 ml o王 gro wth m ediu m． On day
6， the m o n olaye rs r e c eiv d 2ml of m ediu m c o ntaining 5％L P D Sa nd O．1％ etha n oI
with o r witho ut 50ngノmi j3－e Stradiol． Fo rty－ eight ho u rslate r， the c ells r e c eiv ed
l．5ml of fr e sh m ediu m co ntaining 5％ L P D S， 1 0FLgノml of 125I－LD L， a nd O．1％
etha n oI witl1 0 r Without 50 ngノml P －e Stradiol． A fter in c ubatio n fo r 6hr，
su rfa c e－bo und，internalized， and degr aded
125I－ L D Lw e r edete r min ed． Ea ch v alu e
r epr es e nts the a v e r age of duplic atein c ubatio n s．
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られ る バ ン ド は認め られ ず， 異常 な前駆体 の バ ン ドの
濃度は時間 とと も に 低下 し， 8時 間後 に は ほ と ん ど認
められ なか っ た く図 31．
2時間の パ ル ス ． ラ ベ ル 後 ， 細胞 表面 を Pr o n a s e
で処理す ると ， 正 脂血症者の 160kdの バ ン ド の 濃度 は
低下し たが ， 1 20kdの バ ン ド は不変 で あ っ た く図 4I．
これ は ， 160k dの 成 熟体 は細胞表面 に 存在 し ， 120k d
の前駆体 は細胞 内に 存在 す る こ と を 示 し て い る ．
F H．To n a mi－1 の10 0kdの バ ン ド は不変であ り ， 細胞
内に存在する と 考え ら れ た ． また ， 生成さ れ た 受容体
蛋白が培地中に 放出さ れ て い ない か 調 べ る た め 2時間
パ ル ス ． ラ ベ ル 後 の 培地 を用 い て 検 討 した と こ ろ ，
F 牲 To n a mi－1 で は 100k dの 前駆体 も その 成熟体 と考
えら れる 蛋白も培地中に は認 め られ ず ， 正月旨血症者と
同様の非特異的 と考 え ら れ る バ ン ド し か 認 め ら れ な
か っ た く図 り ． 以 上 の 検 討に よ り ， F H． To n a mi－1 で
は ， 正 脂血症者 よ り も約 20k d小さ い 異常な 前駆体 は
ゃき るが ， こ の前駆体 は糖鎖の付加 を受 けら れ ず成熟
体と なら な い で 細胞内に と どま り速 や か に 分解 さ れ る
と考えら れ た ．
2 ． F H－To n a mi－2
HaY の異常な L D L受容体遺伝子 は ， エ ク ソ ン 2 と
3 を含む約 10 kbの 部分欠損 を持つ こ と が知 ら れ て お
り ， F HqTona mi－2 と 命 名 さ れ て い る 功 ． HaY は
F H．To n amiー2 の ホ モ 接合体 である ． エ ク ソ ン 2 は，
受容体蛋白 で は単ク ロ ー ン 抗体 IgG－ C7が 結合 す る部
分で ある こ とが 知 られ て い る 光I． 本例 の L D L受容体
合成過程 の検討で バ ン ドが 認め ら れ な か っ た の は ， 受
容体蛋白 の選 別 に IgG－C 7 を用 い た た め と 考 え ら れ
た．
これ ま で 知 られ て い る F Hホ モ 接合体の LD L受容
体活性は正 脂血症者の 10％以下 で あ る が ， 本例 で は約
60パ ー セ ン トの 活性 を認め た ． 本例 の L D L受容体と
L D Lとの 親和性 を検討 し ， Sc atcha rd の 方法271で 図示
すると ， 負の傾 き で 示 さ れ る親和性 は正 脂血 症者の約
40パ ー セ ン トで あ り ， X切 片で示 さ れ る L D L 受容体
の数は正 脂血 症者の1 50パ ー セ ン ト で あ っ た く図 51．
以上 よ り ， F H－To n a mi－2 は， L D Lと の 親和性が 正 脂
血症者の 約40パ ー セ ン トし か な い 異常 な L D L受容体
がで き て い る 結合障害型 と考 え られ た ．
HaY は， 妊娠時お よび エ ス ト ラ ジ オ ー ル くe str ad－
iol 投与時 に 著明 な L D Lコ レ ス テ ロ ー ル の 低下 を 示
してい た加，． 本例 の線推芽細胞 で ， 培養液中 に エ ス ト
ラジオ ー ル を添 加 し て L D L受 容体活性 を測定 し た
が
， 非添加 と比 べ て 活性 の 増加 は認 め ら れ な か っ た
俵 2I．
考 案
F H は L D L 受容体遺伝子 の 異常に よ っ て起 こ る ，
常染色体優性遺伝 の疾患である ． その ホ モ 接合体 は ，
約100 万人に 一 人 と非常 に希 で あ るが ， ヘ テ ロ 接合 体
は
， 約500 人に 一 人 と単 一 遺伝子 の異常 に よ る 疾患 と
して は最 も頻度が高い 劫1． 若年よ り虚血性心疾患 を高
率 に 発症 す る た め叫 ， 臨床的 に も重要な疾患で ある ．
本症の診断に は ， 一 般に 臨床所見お よ び家系調査が 用
い ら れ て い るが
，
他の 高脂血症と の鑑別や ホモ 接合体
と ヘ テ ロ 接合体の 鑑別に は
，
LD L 受容体酒性 の測定
が重要で あ る ． こ れ ま で の 報告 で は ， ホ モ 接 合体 の
L D L受容体活性 は正 脂血症者の10パ ー セ ン ト 以 下 で
あり ， ヘ テ ロ 接合体の L D L受容体活性は 正 脂血症者
の約50パ ー セ ン トで あ る ． しか し， 今 回検討 した症例
で は ， 遺伝子 の 分析に よ り ホモ 接合体 と確定 して い る
症例 の L D L受容体活性が 正 脂血症者の約60パ ー セ ン
トも存在 し た ． した が っ て ， L D L受容体活性 に よ っ て
も ホ モ 接合体 と ヘ テ ロ 接合体の鑑別が で き な い 場合 も
存在 す る と考 え られ た ．
L D L受容体 は ， 分子 量 115k d の膜蛋白質で 2分子
の N一 結合糖 と1 8分子 の 0一 括合糖 を 含 ん で い る25ブ．
S D S ポリ ア ク リ ラ ミ ド電気泳動上 の 見 か け の 分子 量
が 120k d の前駆体と して粗面小胸体で合成さ れ ， ゴ ル
ジ装置 で 糖鎖の修飾 を受 け， 見か けの 分子 量 16 0kdの
成熟体 と な っ て 細胞表面 に 運 ば れ る ． 細 胞 表面 で
L D L受容体 は ， L D L中 の ア ポ蛋白 B と結合 し て ，
L D Lを細胞内 に 取 り込 む ． L D L 受容体 の 異常 は ，
L D L受容体の合成過程か らQ 蛋白合成欠損塾 ， 魯転
送障害塾 ， く卦結合障害型 ， く初取 り込 み 障害塾 の 4種類
に 大別さ れ て い る ． 今回 の 症例 で は， 取り込 み障害型
以 外の 3種類 の 異常が認め ら れ た ． しか も ， 同じ転送
障害型 と 考え ら れ た症例 で も 前駆体 の 大 き さ が 異 な
り ， 日本人 に お け る L D L受容体 の異常は非常 に 多様
で ある と 考え られ た 叫 ，
近年， 細胞 内に お ける コ レ ス テ ロ ー ル 生合成の 律速
酵素である 3－hydr o xy－3－ m ethylgluta rylc o e n zyrn eA
くH M G－CoAl 還元 酵素の 選択的阻害剤が開発さ れ ， 高
コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の 治療 に 用 い ら れ て い る32ト 叫
F H ホ モ 接合体 の う ち ， L D L受容体 蛋白が 存在 せ ず
L D L受容体活性が認 め られ ない 症例 で は ， 血 中の コ
レ ス テ ロ ー ル を細胞が 取 り込 め な い た め こ の 種の 薬剤
は 禁忌 で あ る ． 一 方 ， LD L受 容体蛋白 が存在 し
LD L受容体活性を わ ずかで も 認 める症例 で は ， L D L
受容体活性 を高 め るた め HM G－CoA 還元 酵素阻害剤
の 適応があ る ． こ の よ う に ， L DL受容体の 活性 を測定
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Fig．6． Structu r al m odels ofn o r m al L D Lr e c epto r a nd
m uta nt F H－To n a mi－1 a nd
FH－To n a mi－2 r e c epto rs． A ，1iga nd binding do m aini B， E G Fpr e c u r s o rho
m ology
do m ainニ C， 0
－1inked s uga rs do m ain3 D， m embr a n e
－ Spa ning dom aini E，
cytopla mic do m ain．
し ， LD L受容体蛋白の合成過程 を検討す る こ と は ，
FH の治療方法の選択 に 有用 である ．
Ya m a m ．to ら に よ っ て ， L D L受容体遺伝子 の相補
鎖 D N Aくc o mplem enta ry D N Al が ク ロ
ー ニ ン グ さ
れ ， そ の 全 一 次構造 が決定 さ れ た
鮎－
． こ の 一 次構 造 の
解析 に よ り ， L D L受容体蛋白は ， N 末端 よ り A ． リ ガ
ン ド結合 ド メ イ ン ， B ． 表 皮 成長因 子 くepide rm al
gr owth fa cto r， E G Fl前駆体相同 ドメ イ ン ， C ． 0腐
合糖結合ド メ イ ン ， D ． 膜結合 ド メ イ ン ， E ． 細胞 内
ドメ イ ン の 5つ の 異な る ド メイ ン か ら成 る と 考 えら れ
て い る く図 61． L D L受容体遺伝 子 の 異常 と蛋白 レ ベ
ル で の異常 と の 関係 は ， 主 と して Goldstein ら の グ
ル ー プ で ， F 托 お よ び人工 的 に 欠損 を作製 し た遺伝子
の 発現の検討に よ っ て ， 解明 さ れ て き た
閲巨 細－
－ そ れ に
ょ る と ， リガ ン ド結合ド メ イ ン の遺伝子異常 は結合障
害型 に な る こ とが 多く ， 膜結合 ドメ イ ン や 細胞内 ドメ
イ ン の 異常 は取 り込 み 障害塾 に な る な ど の関連 を認 め
て い る ．
F 臥 Tonami－1 で は， エ ク ソ ン15 が欠損 して い る が ，
こ の 部分 は蛋白で は 0一括 合糖結合 ド メ イ ン に 相 当す
る 個 61． こ の部 分が 欠損 し て い る た め F汁 To n a
－
mi．1 で は正 常 より も約 20k d 小 さ な 1 00kd の前駆体
が で き ， こ の 前駆体 は糖鎖 の 付加 を受け ら れ ず成熟体
と な らず に 細胞内に と どま り速 や か に 分解さ れ る た め
L D L受容体活性が 低下 す る と考 え ら れ た く図 り ．
Horm al
F HpTon a mi－2
料
Fig． 7． Bio synthesis of L D Lr e c epto
r sin fibr o，
bla sts from a n o r m al subje ct， F H－ To n ami
．1
and F H－ To n a mi－2．
一 － 0 ， n O r m al pre cu rs ori
欄0， n O r m alre c epto ri C ， pr e C u r S Orla cking
O－1inked s uga r sdo m ain い欄J，r e C eptOr pa rtia
ト
1yla ckingliga nd binding do m aini
E R， e ndo
－
pla s mic r etic ulu mi Golgi， Golgic o mplex ．
F H に お け る LD L 受容体生合成
Da vis ら
391 は ， 0一 括合糖結合 ド メ イ ン の大部分が欠損
した L DL 受容体遺伝 子 を人 工 的 に 作製 し ， トラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン の 手法 を 用い て その 発現 を検討 した ． そ
の変異遺伝子 で は ， 1 00k dの 前駆体 が 120kd の 成熟受
容体と なり ， そ の L D L受容体活性 は正 常で あ っ た ．
結論と して 彼ら は 0一 括合糖結合 ド メ イ ン が 存在 し な
くて も L D L受容体 の 機能 に は変化 が な い と し て い
る ． 彼 らの 結果と本症例 と の 相遵 は ， F H－ To n a mi－1
は， 0一 括合糖結合 ド メイ ン が ， 完全 に 欠損 して い る の
に対 し， 彼 らの 欠損 は 不完全 な た め と考 え られ た ． 細
胞膜蛋白や分泌蛋白は ， 主 と し て ゴ ル ジ装置 で 糖鎖の
付加を受 ける が ， そ の 意義に つ い て は未だ に 良く 知ら
れてい ない ． こ の間題 の 解明 に F 甘 To n a mト1 は有用
であるか も しれ な い ．
リガ ン ド結合 ドメ イ ン は292個 の ア ミ ノ 酸 か ら成 り
立っ て お り ， 40 ア ミ ノ酸か ら な る 7個の 反復配列 を含
んでい る ． エ ク ソ ン 2 と3 の欠損 して い る F H－To n a－
mト2 では ， こ の 7個 の 反復配列 の第 1番 と第 2番 が
欠損 してい る と 考え ら れ て い る く図 6ト こ の 部分は単
ク ロ ー ン 抗体 IgG－C 7 が結合す る 部分である た め に ，
この 症例で は ， IgG－C 7 を用い た検討 で は L D L受容体
蛋白が証明さ れ な か っ た ． 今後 ， LD L受容体の他の部
分に 結合す る抗体 を使 用 して ， L D L受容体蛋白合成
過程 を検討す る こ と が 必要で あ る ． L D L受容体活性
および L D L と の親和性 の検討 か ら ， F H－To n ami－2
では L D L受容体の数 は減少 して い な い が ， L D L との
親和性が 正 常の 約40％ しか な い 異常 な受容体が で き て
い るた め に ， LD L 受容体活性が低下 し て い る と 考 え
られたく図 71． Ess e rら
361は ， 人工 的に 作成 し た異常 な
L D L受容体遺伝子 を発現さ せ ， 遺伝 子 異常 の 部位 と
受容体の 性質と の 関係 を検討 し た ． それ に よれ ば ， リ
ガ ン ド結合 ドメ イ ン の 反復配列 の 第 1 番 と第 2番の 欠
損で は L DL と の結合 が 正 常 の 約7 0パ ー セ ン ト と な
り， その 原 因 は主 と し て L D L受 容体 の 数 の 低下 で
あっ た ． 彼 らの 成績と こ の 症例 と の 間の 違 い の 原因 は
明らか で は ない が
， リガ ン ド結合 ド メイ ン の 一 部が 欠
除して い るの で ある か ら ， L D L受容体 の 数 の 低下 よ
りも親和性の 低下の ほ う が 考え や す い と思わ れ る ． こ
れま で ， L D L受容体 の 活性が 正 常の 60パ ー セ ン ト も
認める F H ホモ 接合体の 報告は な く ， F H ホモ 接合体
の L D L受容体活性は す べ て 正 常 の10％以 下 と考 え ら
れて い た ． F 臥 To n a mト2 は通常の F王iに 比 べ 臨床的
にも軽症 で冠動脈硬化 の 進展 も遅 く ， 長寿 の 傾向が
あっ た ． LD L受容体 の 遺伝子 や 蛋白 レ ベ ル の 研究 が
進むに つ れ ， 今後 F H－To n a mi．2 の よ う に あ る程度の
LDL 受容体活性 を持 つ F H が発見 さ れ る と 予 想 さ
31
れ ， 高 コ レ ス テ ロ ー ル血 症 を示 さ な い 家族性高 コ レ ス
テ ロ ー ル 血 症 も存在す る可能性が あ る ． 臨床 的に は ，
家族性高コ レ ス テ ロ ー ル 血症 とい う用 語 は有 用 で あ る
が ， 病 因論的 に は
一
L D L 受容体異常症
，
と呼 ぶ ほう が
適切である と思わ れ る ．
EaY は ， 妊娠時お よ び エ ス トラ ジオ ー ル 投与 時 に
著明な L D Lコ レ ス テロ ー ル の 低下を示 し て い た 細 ．
渡 辺遺伝性高脂 血 症 ウ サ ギ くW ata n abe he ritable
hy pe rlipide mic r abbit， W H H Lrab bitいこお い て妊娠
時 に L D L受容体活性の増加 が認 められ 叫 ， ま た 肝臓
癌由来の 培養細胞 で L D L受容体の活性が エ ス トロ ゲ
ン くe str oge nl で 誘 導さ れ る と の 報告 が な さ れ て い
る41I． 本例の 皮膚線推芽細胞に おい て 培養液 に エ ス ト
ラ ジオ ー ル を加 え て L D L受 容体活性 を みた が ， 活性
の 増加は 認め ら れ な か っ た ． その 理 由は ， 培養細胞 の
種類 に よ っ て エ ス ト ロ ゲ ン の誘導の効果が異な る た め
と考 えら れ た ． 一 般の F H で は， 妊娠時の L D Lコ レ
ス テ ロ ー ル 低下 は そ れほ ど著明で はな い ． 遺 伝子 の 異
常部位に よ り エ ス ト ロ ゲ ン に 対す る 反応が異な る と思
わ れ る が
，
そ の原因 は明ら か で は ない ． 原因の解明に
F H－ To n a mi－2 は有用 で あ るか も しれ ない ．
結 論
F Hの 皮膚線推芽細胞 を用 い て L D L受 容体の 異常
を蛋白 レ ベ ル で検討 し ， 以 下の 結果 を得 た ．
1 ． ホ モ 接合体性 F 王i4例 は 蛋白合成欠損型 1例 ，
転送障害型1例 ， 結合障害型2例 に 分類さ れ た ． ヘ テ
ロ 接合体性 F H6例は ， 転送 障害型 2例 ， 蛋 白合成欠
損型 また は結合障害型 4例 で あ っ た ．
2 ． F H－To n a mi－1 は
，
正 脂血症者よ りも 2 0k d小さ
い 異常な 前駆体 は で きる が ， 成熟体に な ら ずに 細胞内
と どまり す み や か に 分解さ れ る転送障害型 と考 え られ
た ．
3 ． F H－To n a mi－2 は L D Lと の 頼和性が 正 脂血症
者 の40パ ー セ ン トの 異常 L D L受容体 を持つ 結合障害
型 と考 えら れ た ．
以 上 の こ と よ り
，
日本人 F Hお ける L D L 受容体異
常 は非常 に 多様 で あ る と考 えら れ た ．
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